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摘要 : SRA BUR ST WD FAT Bacillus thuringiensis 和 杀 虫 晶体 艇 白 的 作用 机 制 及 在 不 同 水平 
上 解释 这 些 机 制 的 一 些 流行 模型 和 有 关 亚 分 子 结构 的 作用 。 
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随 着 对 苏 云 金 芽 孢 杆菌 Bacillus thuringiensis 这 一 有 着 广泛 应 用 前 景 的 微生物 杀 虫 剂 研 
究 的 不 断 深 入 ， 尤 其 杀 虫 晶体 重 白 Gnsecticidal crystal proteins， 简 称 ICPs) 结构 与 功能 的 深 
入 研究 使 人 们 对 其 苏 云 金 芽 胞 杆菌 ICPs 的 作用 机 制 又 有 了 新 的 认识 。 从 70 年 代 提 出 的 苏 云 
金 芽孢 杆菌 作用 机 制 至 今 ， 人 们 通过 不 同 角度 的 研究 已 在 细胞 水 平 ， 分 子 水 平和 分 子 亚 结构 
水 平 上 ， 提 出 了 不 同 层次 作用 机 制 的 解释 。 这 对 我 们 进一步 认识 ICPs 的 作用 机 制 ， 进 行 不 同 
目的 的 基因 改造 ， 工 程 菌 的 构建 及 转基因 植物 等 实际 应 用 有 着 直接 的 指导 意义 。 


1 苏 云 金东 把 杆菌 的 作用 机 制 


按照 早期 苏 云 金 芽孢 杆菌 的 作用 机 制 ， 对 不 同 昆 忠 有 特异 毒性 的 伴 孢 晶体 《parasporal 
crystal) 被 昆虫 吞食 后 ， 在 昆虫 中 肠 特 殊 pH 条 件 下 被 溶解 释放 出 ICPs。 然 后 ， 在 中 肠 拟 胰 和 蛋 
白 酶 的 作用 下 ， 通 过 剪 切 被 激活 。 激 活 的 ICPs 特异 地 与 中 肠 上 上 反 细 胞 受 体 结合 ， 从 而 使 细胞 
通 透 性 破坏 ， 最 后 导致 膜 穿 孔 ， 使 整个 细胞 代谢 失去 平衡 而 导致 昆虫 死亡 。 这 种 机 制 在 宏观 
上 解释 了 昆虫 被 苏 云 金 葬 孢 杆菌 所 致死 的 整个 病理 现象 ， 目 前 已 被 普遍 接受 [1-31。 实 际 上 ， 
该 机 制 的 内 洱 还 包括 芽孢 可 能 在 毒性 方面 所 起 的 协同 作用 。 这 是 因为 在 星期 ， 大 们 发 现 芽孢 
衣 蛋 白质 具有 类 似 伴 孢 晶体 的 杀 虫 作用 :41。 当 时 认为 芽孢 衣 蛋 白质 与 ICPs 具有 类 似 的 起 源 。 
最 近 的 研究 表明 ， 当 初 的 解释 是 不 确切 的 。Du 等 人 发 现 5， 来 自 Cry? HD-73 LEA 
crylAc 基因 ) 的 芽孢 可 与 带 有 标记 的 CrylAc 晶体 蛋白 抗体 产生 免疫 反应 ， 而 Cy 的 苏 云 金 
芽孢 杆菌 HD-73 的 李 孢 却 不 能 反应 。Cry 菌株 的 芽孢 同样 具有 结合 昆虫 中 肠 缘 膜 细胞 受 体 的 
能 力 ， 而 Cry” 菌株 的 芽孢 则 不 能 。 同 时 ， 实 验 还 证 明了 ICPs 保守 的 CAF ban FO BF RS A 
都 含有 丰富 的 半 脱 毛 酸 ， 可 通过 二 硫 键 使 ICPs 附着 在 芽孢 衣 上 。 依 此 来 说 ，ICPs BRS A i 
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体 的 形式 在 细胞 内 存在 外 ， 附 着 在 芽孢 衣 上 可 作为 一 种 辅助 存在 方式 ， 这 也 正 是 当初 人 们 发 
现 芽 孢 衣 也 具有 较 弱 杀 上 虫 活性 的 缘故 。 新 的 研究 显示 ，HD-l 菌株 的 孢子 对 Cry1A 和 CrylC 
有 着 显著 的 协同 作用 ， 这 种 协同 作用 认为 与 芽孢 衣 附 有 ICPs 有 关 [51。 因 为 现 已 证 明 对 芽孢 产 
生 抗 性 的 原因 是 由 于 附着 在 芽孢 衣 上 的 CrylA 毒素 蛋白 所 致 。 由 此 可 见 ， 纯 Cry 菌株 的 芽孢 
自身 是 不 具 杀 虫 活性 的 。 


2 杀 虫 品 体 蛋白 ?| 起 细胞 肥 解 的 机 制 


在 细胞 水 平 上 解释 ICPs 使 细胞 裂解 的 机 制 有 两 个 模型 。 
2.1 质子 梯度 模型 

按照 这 个 模型 ， 认 为 ICPs 在 柱状 细胞 冠 膜 诱导 形成 一 个 选择 通道 ， 使 柱状 细胞 渗 漏 钾 离 
子 ， 但 不 影响 钾 离子 泵 在 杯 状 细胞 的 活性 !， 这 样 在 一 个 通常 不 渗透 钾 离 子 的 柱状 细胞 冠 膜 
将 引起 膜 的 去 极 性 化 (depolarization)， 从 而 导致 H+ 的 流出 ， 使 冠 膜 分 离 小 室 拥 有 高 1 000 fa 
的 HH! 浓度 梯度 遭 到 破坏 ， 使 柱状 细胞 质 的 pH 升 高 而 导致 细胞 裂解 ， 引 起 昆虫 中 肠 骨 溃 ， 最 
终 导致 昆虫 死亡 [51。 这 个 模型 可 解释 对 鳞 姻 目 和 具有 高 pH 中 肠 的 昆虫 的 致死 现象 。 
2.2 渗透 裂解 模型 

Haider 等 [9 在 研究 ICPs 对 细胞 的 作用 时 发 现 ， 当 加 入 渗透 保护 剂 时 ， 可 以 保护 细胞 不 被 
ICPs 诱导 裂解 [101。 于 是 ， 认 为 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 ICPs 杀 死 细胞 是 通过 一 个 渗透 裂解 的 过 程 。 
EE RPA Dh Zs aE ET El ICPs 破坏 的 组 织 病 理学 研究 表明 ， 细 胞 裂解 经 过 一 个 细胞 起 泡 
(blebbing), BAK (swelling) 和 出 芽 (budding) 的 过 程 [34J。 当 细胞 被 ICPs 诱导 破坏 时 可 形 
成 直径 0.5~1.0 nm 的 孔 ， 这 个 孔 的 大 小 不 能 使 细胞 质 的 大 分 子 渗 漏 ， 但 可 使 离子 平衡 遭 到 
破坏 ， 使 细胞 渗透 裂解 。 在 上 述 研 究 基础 上 ，Knowles 等 人 [22 提出 了 解释 ICPs 作用 于 昆虫 中 
肠 细 胞 的 模型 《图 1)。 认 为 在 柱状 细胞 冠 膜 外 选择 性 孔 的 形成 引起 钾 离子 的 进入 和 Ht? 的 流 
出 ， 很 快 使 膜 去 极 性 化 ， 小 的 阴离子 可 能 通过 孔 进 入 ， 细 胞 间 的 pH 值 升 高 和 膜 的 去 极 性 化 
可 能 会 引起 细胞 间隙 的 通道 关闭 3]， 使 柱状 细胞 的 大 分 子 不 能 通过 0.6 nm 的 孔 流 出 ， 但 可 
通过 渗透 作用 吸收 水 份 ， 从 而 使 细胞 膨胀 裂解 [4]。 而 怀 状 细胞 的 K+ 则 主要 靠 柱状 细胞 所 提 
供 [5]， 由 于 细胞 间 运 输 Kt 的 通道 被 关闭 ， 也 就 降低 了 杯 状 细胞 K+ 和 H+ 的 交换 活性 ， 使 得 
H+ 不 能 交换 出 去 ， 这 就 不 可 避免 地 引起 ATPase 酸化 杯 状 细胞 腔 导 臻 ATPase 失 活 ， 最 终 使 
整个 细胞 崩 演 。 这 个 模型 可 解释 组 织 学 所 观察 到 的 细胞 病变 ， 适 合 于 解释 苏 云 金 芽 侈 杆菌 
ICPs 对 所 有 昆虫 细胞 的 作用 过 程 。 


3 和 杀 虫 品 体 重 白 ?| 起 膜 穿 扎 的 分 子 机制 


为 了 在 分 子 水 平 上 解释 膜 穿 孔 的 机 制 ， 人 们 利用 蛋白质 及 脂 膜 相互 作用 的 生物 化 学 原理 ， 
通过 结构 比较 和 功能 分 析 提 出 了 如 下 模型 。 
3.1 “铅笔 刀 ” 模 型 

Hodgman 等 (11 比较 了 来 自 不 同类 型 ICPs 的 氯 基 酸 序列 ， 没 有 找到 适合 于 跨 膜 的 8- 桶 式 
结构 能 用 于 膜 孔 的 形成 。 但 发 现 不 同 ICPs 在 氨基 酸 序列 上 尽管 有 差异 ， 能 够 形成 亲 水 脂 结构 
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1 ICP 作用 鳞 翅 目 中 肠 细 胞 的 模型 
Fig. 1 Model for the action of ICPs on lepidopteran midgut cells 

A. 中 肠 细胞 的 两 个 主要 类 型 和 正常 作用 机 制 (Two principal cell types of midgut and action mechanism of normal cells) ; 
1. 腺 苷 三 磷酸 酶 (ATPase); 2.K* /H* 交换 器 (K* /H* exchanger); 3. K* 气 基 酸 共 转运 装置 (K* /amino acid 

co-transporter); 4. 细胞 间 通 道 (Gap junction); 5. K* 3 (K* pump); 6. K* i838 (K* channel) 

B. ICPs 作用 于 中 肠 细 胞 的 模型 (Model for the action of ICPs on midgut cells) 
1. 细胞 间 通 道 关闭 (Channel closed between the columnar cells and the goblet cells); 2. K* /H* 交换 器 破坏 
(K* /H® exchanger destroyed); 3. 腺 苷 三 磷酸 酶 被 酸化 失 活 (ATPase inactivated by acidification) 


的 6 个 a- 螺 旋 却 明显 是 保守 的 。 因 此 ， 他 们 基于 不 同 毒 性 肽 的 序列 比较 和 结构 推测 ， 认 为 6 
个 a- 螺旋 可 形成 一 个 六 聚 体 的 离子 通道 41， 其 中 心 孔 为 0.6 nm。 依 此 ， 他 们 提出 了 一 个 铝 
笔 刀 模型 (图 2: A)。 该 模型 被 认为 a-5 螺旋 和 a-6 螺旋 最 可 能 是 孔 形成 的 结构 单位 ， 这 是 完 
全 基于 亲 水 脂 螺旋 的 疏水 表面 积 来 推测 的 。 其 它 ICPs 序列 与 Cry3A 杀 虫 晶体 蛋白 的 结构 的 比 
较 表明 ， 这 两 个 螺旋 在 所 有 不 同 ICPs 中 是 高 度 保守 的 。a-5 螺旋 和 0-6 螺旋 连 在 结构 域 AR 
点 ， 离 膜 最 远 。 因 此 ， 在 作用 于 膜 时 ， 这 两 个 螺旋 必须 象 打开 的 铅笔 刀 一 样 从 结构 域 1 中 伸 
出 ,插入 脂 双 层 膜 。 这 样 一 个 模型 不 需要 结构 域 I 中 其 它 -螺旋 的 重 排 ， 一 个 亲 水 离子 通道 
将 由 多 个 毒素 分 子 寡 聚 体 通过 相同 的 作用 方式 排 成 一 个 圆 而 形成 。 
3.2 “te” ew 

Li 等 ("1 利用 2.5 埃 的 分 辩 率 对 Cry3A 的 晶体 结构 进行 了 分 析 ， 提 出 了 杀 虫 晶体 蛋白 的 
三 维 空间 结构 ， 使 得 孔 形成 的 机 制 研究 有 了 新 的 突破 。 根 据 Cry3A 的 空间 结构 ， 可 分 为 三 个 
结构 域 ， 这 三 个 结构 域 包 括 了 整个 活性 片段 的 五 个 保守 区 048]。 在 结构 域 I 里 ， 从 N 端的 1 一 
290 个 氨基 酸 残 基 组 成 了 7 个 a- 螺 旋 ， 其 中 oa-5 螺旋 被 其 它 6 ho RRR MS 20" 角 包围 形 
成 一 个 螺旋 束 ， 这 个 结构 被 认为 是 孔 形 成 的 特有 “装置 "1l9]。 因 此 ，Li 等 人 根据 ICPs 可 能 所 
共有 的 三 维 空间 结构 提出 了 “全 模型 ”( 图 2: B)。 依 照 这 个 模型 ，a-6 和 a-7 螺旋 或 a-4 A a 
5 螺旋 形成 一 个 发 夹 结构 ， 处 在 结构 域 1 的 边沿 ， 最 接近 于 质 膜 。 当 其 它 的 螺旋 在 膜 表面 象 
伞 架 打开 时 ， 这 一 对 螺旋 将 比较 容易 插 人 脂 双 层 膜 。 这 个 机 制 类 似 于 大 肠 杆 菌 素 AP), ， 但 大 
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的 构象 变化 可 能 需要 在 一 个 或 多 个 螺旋 内 的 凸 环 处 断 开 以 适应 足够 大 的 构象 变化 5 。 也 就 是 
说 ， 整 个 孔 的 形成 需要 多 个 毒素 分 子 内 部 不 同 结构 域 或 螺旋 的 参与 。 





图 2 ICPs 插入 质 膜 的 两 个 模型 
Fig. 2 Two kinds of model for insertion of ICPs into the insect plasma membrane 
A. “$47)” Si (The “penknife” model); B. “$” E (The “umbrella” model) 


3.3 a5 螺旋 六 聚 体 模型 

Gazit 等 [2 分 析 了 a-5 螺旋 片段 (BP Cry3A 的 193 一 215 氨基 酸 残 基 )。 发 现 该 片段 在 所 有 
ICPs 中 都 是 高 度 保守 的 。 因 此 ， 提 出 了 一 个 新 的 修饰 模型 。 该 模型 的 基础 是 用 NBD (7-ni- 
trobenz-2-oxa-1.3-diazole-4-yl) 标记 a-5 螺旋 片段 的 N- 端 氨基 酸 或 赖 氨 酸 的 e 氨 基 ， 在 体外 对 
草地 贪 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 细胞 作用 时 ， 发 现 a-5 螺旋 和 昆虫 细胞 膜 的 相互 作用 能 在 
PLM (Planar lipid membranes) 上 形成 离子 通道 。 认 为 a-5 螺旋 在 参与 膜 穿 孔 作 用 起 着 重要 作 
用 ， 可 能 是 螺旋 束 跨 膜 形成 孔 的 重要 成 分 [521。 在 a-5 和 a-6 之 间 切 割 位 点 的 存在 也 支持 了 这 
一 推测 。 另 外 ， 与 其 它 毒 素 比 较 o 5 螺旋 在 序列 和 结构 上 和 一 些 抗 微 生物 多 肽 都 具有 很 大 的 
相似 性 [31。 也 就 是 说 ， 通 过 其 它 毒 素 插 入 膜 和 跨 膜 离子 通道 形成 的 相似 学 研究 ， 苏 云 金 芽 孢 
杆菌 ICPs 能 形成 孔 的 结构 至 少 有 20 个 氨基 酸 残 基 所 组 成 的 亲 水 脂 螺旋 才 有 足够 的 长 度 横路 
膜 双 层 ， 而 a-5 螺旋 具备 这 一 长 度 。 实 验 表 明 o 5 螺旋 能 够 作为 跨 膜 片段 象 其 它 蛋 白质 一 样 
ERE TM), A, UH a-5 螺旋 可 通过 一 个 6 聚 体形 式 。 即 a-5 螺旋 的 亲 水 侧 向 内 ， 
亲 脂 侧 向 外 组 成 一 个 亲 水 离子 通道 Ra ED P B 


4 杀 虫 晶体 蛋白 分 子 亚 结构 的 作用 


鉴于 上 述 模型 局 限 在 CPs 三 维 结构 中 结构 域 I 的 作用 ， 还 不 能 更 精确 的 解释 ICPs 分 子 
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的 作用 机 制 。 近 两 年 来 ， 人 们 着 重 通过 定点 诱 变 技术 对 ICPs 分 子 不 同 结构 域 的 亚 结构 进行 了 
研究 ， 获 得 了 一 些 新 的 信息 。 
4.1 结构 域 I 的 诱 变 

Chen 等 [2 将 CrylAb 结构 域 1 的 a-4 螺旋 和 us 螺旋 之 间 凸 环 处 的 YS HAE RM D, 
发 现在 结构 稳定 性 、 受 体 的 亲和力 Kd) 和 结合 浓度 (Bmax) 与 野生 型 相 比 都 没 差异 。 但 
YY!3 突 变 体 的 膜 插入 要 比 野 生 型 和 其 它 突 变 体 要 弱 ， 可 能 是 在 这 个 位 置换 成 负电 蓓 氨基 酸 后 ， 
在 结构 上 不 利于 插入 脂 膜 的 缘故 。 同 时 他 们 还 研究 了 CrylAb 的 APE 和 A? D 的 突变 株 ， 发 
现 对 烟草 天 蛾 Manduca sexia 的 受 体 亲和力 以 及 结合 浓度 都 没 发 生变 化 ， 但 对 毒性 产生 很 大 
影响 ， 这 一 结果 进一步 说 明了 结构 域 I 是 作用 于 负电 和 荷 的 膜 表面 。 

4.2 结构 域 IT 的 诱 变 

DAH 1: 在 CrylAb 凸 环 1 仅 有 1 个 G 是 保守 的 。 但 对 Cry3A 在 凸 环 1 处 有 5 个 氨基 酸 
30YYGND354 是 保守 的 ， 如 果 将 立 诱 变 成 A， 将 引起 结构 和 对 蛋白 酶 敏感 性 的 改变 ， 这 可 能 
是 破坏 了 凸 环 1 和 邻近 8-2 折 登 中 的 氧 键 形成 所 致 。 同 时 ， 他 们 对 突变 体 RSA，Y350A 和 
Y351A 进行 了 研究 ， 发 现 这 些 突变 体 的 结合 亲和力 有 所 增加 ， 而 结合 浓度 有 所 降低 ， 对 毒性 
没有 大 的 影响 [27] 。 

OAH 2: Cry3A 的 凸 环 2 由 42PS03 组 成 ， 被 A 蔡 换 后 ， 对 受 体 结 合 和 毒 力 都 没有 大 的 
影响 ， 但 CrylA 和 Cry3A 的 凸 环 2 在 三 维 空间 结构 上 有 很 大 不 同 [3]。 对 CrylAa， 凸 环 2 是 
397RRIILGSGP35， 而 Cry1Ab 和 CrylAc 为 38RRPFNIGE5。 凸 环 2 大 部 分 的 缺失 引起 受 体 结 
合 和 毒性 的 丧失 ， 而 28RRP3? 被 A 蔡 换 后 也 产生 同样 的 结果 [2]。CrylAb 的 BORK A 蔡 换 使 
得 对 烟草 天 蛾 的 活性 降低 400 倍 ， 但 对 受 体 的 可 逆 结 合 没有 变 。 这 暗示 结构 域 II 的 凸 环 2 可 
能 与 受 体 的 不 可 逆 结 合 或 插入 脂 膜 有 关 [301。 

OLAM 3: 对 CrylAb, GH 3 的 序列 为 38SGFSNSI4 。 对 这 个 序列 用 A 逐个 进行 蔡 换 诱 
变 ， 用 烟草 天 蛾 测 活 和 受 体 结合 分 析 ， 结 果 表 明 每 个 突变 体 毒 力 都 降低 ， 尤 其 突变 体 FA 
和 G39A 影响 最 大 ， 活 性 分 别 降 低 13 和 100 倍 。 异 源 竞争 实验 表明 ， 突 变 体 G3A AMMA 
影响 受 体 的 可 道 结合 。Cry3A 的 凸 环 3 序列 为 MPGSRG， 这 个 序列 被 AAAAAA 取代 后 ， 引 
起 了 对 黄粉 虫 Tenebrio molitor 的 活性 增加 。 这 可 能 与 增强 了 受 体 的 不 可 逆 结 合 有 关 [3]。 

4.3 结构 域 TII 的 诱 变 

CrylAc 所 结合 的 120 kD 受 体 是 氨 肽 酶 [21]。CrylAa 所 结合 的 受 体 为 210 kD 的 糖 蛋白 。 
CrylAa 的 结构 域 III 的 突变 不 能 结合 氯 肽 酶 ， 但 能 结合 210 LDN HE ARH, RA ARR 
II 也 与 受 体 结合 有 关 31。CrylAa 和 Cry3A 在 结构 域 HI 的 B17 保守 序列 为 
50QRYRVRIRYAS530。 因 此 R REE 8- 折 又 的 一 个 面 ， 将 RY 用 K 蔡 代 后 ， 结 构 变 得 不 稳 
定 ， 这 可 能 是 破坏 了 OV 和 结构 域 I 中 D 之 间 的 盐 键 。 但 其 它 有 R 的 突变 体 是 稳定 的 ， 然 而 却 
失去 了 形成 离子 通道 的 功能 -341。de Magd 等 :35 通过 基因 杂交 研究 了 结构 域 III 的 功能 。 他 们 
把 CrylAb 的 结构 域 II 用 Cry1C 的 结构 域 III 所 取代 ， 这 个 杂交 和 蛋白 对 甜菜 夜 蛾 的 毒性 比 出 
发 菌株 CrylAb 和 Cry1C 都 高 ， 并 发 现 这 个 结构 域 的 蔡 换 不 影响 与 甜菜 夜 蛾 膜 受 体 的 结合 ， 
但 却 影响 与 200 kD 蛋白 受 体 的 结合 能 力 。 反 过 来 CrylC 的 结构 域 HI 被 CrylAb 的 结构 域 III 
取代 后 ， 却 能 够 与 200 kD 受 体 结合 ， 这 个 结果 和 Lee 等 [3 的 研究 结果 是 一 致 的 。 同 时 ， 
Wolfersberger 等 [36] 对 CrylAa 结构 域 III 的 R 进行 定点 诱 变 ， 发 现 突变 株 对 家 答 Bombyx mori 
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幼虫 仅 有 野生 型 一 半 的 活性 。 这 说 明 在 受 体 结合 及 膜 插 入 作用 机 制 方面 结构 域 III 是 和 其 它 
结构 域 相 互 协调 的 ， 即 完整 功能 的 表现 依赖 于 特定 的 三 维 空间 结构 的 存在 。 

综 上 所 述 ， 尽 管 在 不 同 水 平 上 对 ICPs 的 作用 机 制 已 有 所 了 解 ， 但 仍 缺 乏 更 精确 的 信息 。 
随 着 苏 云 金 芽 孢 杆菌 ICPs 结构 与 功能 研究 的 不 断 深 入 ， 必 将 不 断 丰 富 和 完善 ICPs 分 子 作用 
机 制 ， 为 进一步 在 分 子 水 平 上 利用 基因 操作 及 蛋白 质 工 程 技术 开发 这 一 潜在 有 广阔 应 用 前 景 
的 微生物 杀 虫 剂 丙 定 基础 。 
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Progress in the studies on the action mechanism of Bacillus 
thuringiensis and insecticidal crystal protein 
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Abstract: This is a review about the action mechanism of Bacillus thuringiensis and insecticidal crystal 


protein. Some current models explaining the action mechanism based on different levels were described. 
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